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[ff論]
T細胞 (Tリンパ球)は主として胸腺内で分化する (1 ， :3) 。それ
ゆえ、胸腺を先天的に欠出したヌード.マウスにおいては、機能的 T細胞
の生成に欠陥がみられる(4 )。胸腺は T細胞以外に、 t皮細胞(伎町
型、髄質型、被膜目下型、の 3純頭)、マクロファージ(~1φ) 、樹状
細胞(D C )、繊維芽細胞 、 ナース細胞(リンパ球を細胞内に取りこん
だ像が観察されている) 、などのストローマ細胞から同成されている(
5) 0 T細胞は 、 これら多極類の細胞群との十11 L作mを介して、幹細胞
より機能的 T細胞へと成熟するものと巧えられる。 H11l.作刑としては 、
種々の接抗分子を介した間接的な細胞|安打作mと、インタ -uイキンな
どのサイトカインの授受を介したmJ接的な作mが怨定される。-般に、
胸腺細胞は CD 4抗原と CD 8抗原の打無から 4つのサブセットに分却
され、未熟"'t2である CD4 CD8 のdoublc ncga t i ¥'c (D N )細胞、
中nl段階である C0 4φC 0 8・のdOlblc posi livc (D P) *1胞 、成
熟型である CD 4・ CD 8 ' または CD4 CI)8・の singlc positiv 
c (S p )細胞に分けられる。 DN細胞は幹細胞活性を持ち、 DP納l胞
を経て sP *IU胞にまで分化するものと巧・えられる(6 ) 
T細胞の分化を解析するにはこれまで多くの則合、 '1:体を(1'(t差JIH、た
in vivo での実験 や、恥I)Ilf~の犯行収益( 0 r' g a n C 1II t u r(')の'x股が行われ
(79) 、これらにより~くの.ì1t Il~かはられたか、ん~}: ，;~ (t'.Jに、分子
レへルでの解析は体!姥てあった。そのふ昧で、 rn v i 1 r c) の .[，cル1(:を
手IJJけすることは有効であ.(>と Jj- えられ 、 l陶即~を机/J文する λ ト 1コーマ制胞





様のストローマ細胞株 T S t - 4は、 DN細胞との共収益により、 DN
細胞から主として CD 4・C D 8・ S p細胞の分化を誘導すること、こ
戸¥ の過程には 1L - 7が重要であることを述べる。また DN細胞と同織、
幹細胞活性をもっ胎児胸腺(F T )細胞と TS t - 4の共培症では、 i 
L-7mRNAの産生が増強されていることも、あわせて報併する。第
二部では、胎児あるいは新生児胸腺細胞の培笠系に 1L 7を加えてそ
の効果を解析した結果を述べる。 1L - 7は 1 O型 T細胞の生成に ifi裂
であり、このことは、 7δ 型 T細胞の生成が活発である rTにおいて i
し-7mRNAが強く産生されていることと対応しているように恩われ







胸腺ストローマ細胞株 TS t - 4による T細胞分化の
誘導と 1Lー 7の関与
T細胞の分化には胸腺が必要であり、胸腺を構成する種々のストロー
マ細胞が、 T細胞の分化 ・増殖に重要であることが知られている(1 -
3. 1 0 )。これらの知見の多くは、生体を用いたinvivoの実験や(





o -1 5 )。しかし、現在までのところ、正常な T細胞分化を誘導する
ことができるストローマ細胞株が樹立されたという報告はない。
最近、lYatanabc らはマウス胎児胸腺由来のストローマ細胞株 TS t 
-4を樹立した(lYatanabeet al. submitted) 。そこで TS t -4を用
いた invitroでの実験をもとに、 TS t -4が DN細胞より CD 4・






T S t -4の形態と表面形質
胸腺を構成するストローマ細胞としては、上皮細胞、マクロファージ
(Mφ)、樹状細胞(D C )、繊維芽細胞等が知られており(5 )、 T
S t -4がこのうちどのタイプに属するのかを調べるために、その形態




いた TS t -1 0は C5 7 Lマウスの胸腺腫由来の細胞株であり、いず
れのストローマ細胞株も京大・胸部研・免疫学教室で樹立され、 Dr. wa 
tanabe より供与された。
図 1に示したように、両者とも形態的に類似しており、長い突起を出






たようであった。 Mφ(Ilac-l) や DC (NLDC-145) に対する抗原は陰
性であり、またここに結果は示さないが、非特異的エステラーゼ活性も
陰性であることから、 TS t -4は胸腺中のストローマ細胞のうち、繊
維芽細胞であると恩われる。
T細胞は胸腺内で分化する際、ストローマ細胞上の M1 C class-!.-
2抗原との相互作用の結果、最終的に成熟した CD 4・ CD 8・. C D 
Lf-
図工









恥ffiCclass-1 -(・)2) +(+) 
MHCclass・2 -(+) -(+) 
百1・3
百1・4 + + 
Mac-1 
NlDC-145 
Sca-1 + + 
τER 
Ml/69 + + 
pgp・1 + + 
N-CAM + + 
l)Phenoザpiccharacterization of TSt・4and TSt・10wぉ donebyflow 
cytome位yanalysis
2)Ya1ues in paren出esesπpresent出osedetermined after tr，伺tmentwi出
recombinantγ-interferon (1∞units/ml for 3 days) which wぉdonated
by Dr. T. Sudo (Biomateria1 Research Institute ， K釦 agawa，Jap釦).
3)百ly・1:T-lineage cell Ag; MHC-class・1(2): major histα沿mpatibility
complex class・1(2)Ag;百1・3(4):thymic epithelia1 cell Ag; Mac-1: M中Ag;
NLDC-145: DC Ag; Sca-1: stem cell Ag; TER: erythroid-lineage cel Ag; 
M1!69: heat stable Ag; pgp・1:phag∞ytic glicoprotein; N-CAM: N-ザpe
cel adhesion molecule 
('. 
4・ CD 8 細胞になるという説がある(1 6、 17 )。しかし TS l 
-4におけるこれらの抗原の発現について調べたところ、通常は両抗原
ともに発現していないことと、インターフエロン(IFN) - 1 刺激によ っ
つでも、 MH C class-2 抗原だけが発現することがわかった。
T S t -4の T細胞分化支持能について
上記の結果より、 TS t 4は繊維芽細胞であることが示されたが、
これまで繊維芽細胞が T細胞の分化・地摘に果たす役;引lについての報告
はなされていない。そこで次に TS t - t1が T細胞の分化を誘導できる
かどうかについて検討した。胸腺中の DN細胞は、 h文体由米であっても
in vivo での細胞移入の実験により T幹細胞活性を合んでいることが
わかっている(1 8 )。そこで T S t ・4の単居常設 l二に DN細胞(T 
細胞抗原である Th y 1抗原が約 90%陽性)を加えて 1週間出益を
行い、 T細胞分化が起こったか否かを調べるために、凶収した細胞をフ
ローサイトメトリー法により解析した。 ~J 2 Aに示すように、多くの細
胞が小型のリンパ球分固にあることがわかった。 - )j、対照として TS 
~ t - 1 0を用いて同械の実験を行ったところ、回収された細胞の大部分
はリンパ球よりも大型の細胞であり(株J2 s )、ここに結果は示さない
が多くが Mac I 陽性であることから、 これらは Mφ 服組!胞であるもの
と考えられた。次に培 1"!i:後に回収 されるリンパ球の*"1胞敏を調べたとこ
ろ(表 2)、情養液のみ の収益では、 G1 後にはほとんと生細胞は EIJ収
されなかった。一 方、 TS t. t1 J:の収持ては 6%のリンノぞ球*1胞が維
持されていた。また TS t - 1 0上の問先においては、 γSt . t1に lt
へてより少数の細胞しか[11~されなか っ た 。
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recoverd from of cells analysis scatter side and Foward 
were cells DN TSt・10.or TSt・4on cells DN thymic cultures 
and plates 24・well1ll cells stromal of monolayers the seeded 
cells of living proportlOn A large assay. week before cultured for 
I' 










on TSt-10 distributed 
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Cel recovery in cultures of adult DN cells on the monolayer 
of stromal cell Iines1) 
Recovered cells(%) 
Culture 
days Medium alone . TSt・4 TSt・10
1 1∞ 50 36 
3 7 10 12 
6 0.5 6 2 
l)DN cells were cultured alone or on批 monolayerof stromal celllines 
TSt-4orTSt・10in 24・wellplates. Lymphoid cells we花氏coveredby 
'p!petting，washed，and viable lymphoid cells were enumerated by町pan
blue dye exclusion. 
('. 
れ
T S t - tl 上で回収される細胞の CDtl / CD8 の允 ~Iぞタ ー ンに つ
いて調べたところ(似13 B )、約 15%の細胞が CD t1・ CD 8 翁1胞
で残りの大部分は DN細胞であった。 またほとんとが CD 3陽性であり、
かなり分化した T細胞であることが示された(閃 3D )。ところでこれ
らの CD 4・ CD 8 細胞が、はじめに少数混入していて、 TS l - ，1 
がその地殖を誘導したために出現してきたという可能性も考えられる 。
しかし 、 ここに結果は示さないが胸腺中の CD t1・ CJ) 8 細胞だけを
T S t -<1上に加えて 1週間培養しでも、増殖は起こらず逆に始めに hn
えた細胞数の 70-80%にまで減少することから、 この nI能性は低い
ものと与えられた 。以上の結果から 、TS t - '1は胸腺Ljlの DN細胞よ
りCD 4・ CD 8 細胞への分化を支持することがわかった 。
胸腺内での T細胞分化は-般には DN細胞より始まり、 CD t1・ C1) 
8φ ( D P )細胞の段階を経て紋終的に CD 4・ CD8 ， CDtI C 
D 8・の SP細胞にまで分化するものと巧・えられている(6 )。そこで
T S t・ 4 ~~1 J~ 上での D N細胞培益の結果生じた CD ぺ・ CD 8 細胞
が、どのような過抱を経て生じたのかを調べるために、分化途上である
培養 3 日目に向収される細胞の CD4/CD8 の発現 I~ ターンを調べた
(図 4)。すると CD 4・ CD 8 細胞以外に、 DP細胞が多故仔任し
ており、このことから TS l・ 41:で生じた CD t1・ CD 8 制1胞が!胸
腺内での分化と同協、 DP純1胞の段附を符ている "Jíi~ t'l: か示唆占れた 3
T S l - 41'.で坑 iをしたl)N 制限~のへル 1':: - rl~ l'1: 
胸腺内で分化 ・ 成熟した T 知!胞は、初l 航~ .& 1(liに C D ぺt/Lb;iまたは c1) 















Development of CD4+ 8・ cellsby culturing thymic DN・
fヘ
used of thymocytes of TSt・4.DN fraction 
layrer・(A，
on TSt・4monolayer (B， D) 
monolayer the on cells 
week recovered cells and C)， TSt・4on se~ding for 
analysed were 
for CD4 vs CD8 expression (A， B)釦 dCD3 expression (C， D). 










Two-color flowcytometric analysis for CD4 vs CD8 expression of 
cells cultured on TSt・4. Adult thymocytes (A) and DN cel1s 
cultured for 3 days on TSt・4monolayers (B) were analysed for 
CD4 vs CD8 expression. 
/之
またはキラー活性(標的細胞の破助等)という T細胞としての機能を示
す。そこで次に TS t - 4上で培養した DN細胞が C0 '1抗原を発現す
るのと同時に、 T細胞機能を獲得したのかどうかを検討するために、そ
のへルパー活性の有無について検討した(図 5)oTSt- 4上で DN 
細胞を 1週間培益した後、同収した細胞を問いて C 0 n八の刺激下で、
B細胞によるポリクローナル IgM産生を測定することにより、 I者11:細
("¥ 胞のへルパー活性を調べた。培養細胞の場合、細胞数が 10 3 でもへルバー
活性がみられたが、新鮮な DN細胞の場合、細胞数が 10 'でも有，むなへ
ルパー活性は見られなかゥた。このことは、もともとへルパー活性をほ
とんど持たない DN細胞が、 TS t 4上て;J，'~益された結果、へル パー
活性を獲得したことを示している。また胸腺割u胞全体を川いた場合、へ
ルパー活性は細胞数が 3X 1 0 4 以上のときから見られたことから、培
技した DN細胞のへルノマー活性は非常に高いといえる。以上のことから、
T S t -4はDN細胞より C0 4・C0 8 細胞への分化を支持するの
と同時に 、 Ti細胞としての機能の槌仰にも働いていることがわか った。
〆¥
T S t - 4培益上泊中の活性について
T細胞の助制においては、 1 L. 2などのIlJ能性因子が Irt安な働さを
することが示されている-)jで、 T割1胞分化における役 :1;1についてはあ
まり研究が進んでいないのが現状ではあるが、 IIJi符性 l刈子が細胞の分化
においても弔安江働きをすることは卜分に行・えられる。そこで TS l 
4による C[) t1・ CD 8 紺i胞の分化d却において、 TS t - t1により
PU 11:される可俗性lJq下が|見|リしているかどうかを，拘べる ことにした。こ











Cultured DN cells DN cells 
Cel number (Xlcf) 
Thymocytes None Helper source : 
on TSt・4monolayer . Helper activity of DN cells cultured 
helper 
polyclonal IgM 
the and week， for TSt・4on cultured were cells DN 











行っても、 T細胞を維持することはできなかった。このことは、 TS t 
4による分化誘導が、恒常的なれj能性閃子を TSt 目 4が作生するこ
とによるのではない、ということを示している。このような TS t - -1 
の培養上山による oN細胞の培養では、ル!φ 様細胞の地舶がはられるの
で、上市 中の Mφ ・頼粒球 ・Mφ と頼粒球、に対するコロニー刺激活性
について検討した(図 6)。対照として用いた 1L 3 の場のとは y~ な
り、 T S t - 4の上請は頼粒球、または Mφ と頼対球の混合コロニーの
発現は誘導せず、 Mφ コロニーの出現を選択的に誘押した。以上のこと
は、 T S t・ 4が Mφ コロニー刺激因子(M C S F )を陀生している
ことを示唆している。
口j溶性因下産生のノーザンプロッティング(ノーザン)法による解析
上記のように T S t -1の培盤上泊だけでは oN細胞の分化は誘導で
きないが、可溶性 jXl子が TS t - 4と接触している他の細胞に行効に働
く可能性も与えられるので、 TS t - 4の陀生する閃子について、直接
的にノーザン法を問いて、 mRN八レベルでの発現を調べることにした
(凶 5.6)。調べた因子は IL-1. . 2. -4. 6. 一7. 、M
- G . GIVI CSF'についてである。何 lしについては刈!!(l.として
PWMで刺激したひ細胞を、各 CS Fについては対照として 1:I文系細胞
株である γECl IIC18 (部在・叫 ・広川川上より供うされた)をJ!J
いた。その結果、 TS t tIは M C Sド((ヌJ8 )、 iし- '{ (j文I7 ) 
を陸生していることがわかった。また、結以は示 δはいが、 l し ~ :3 . 
I L - 5の応生は μられはかった。ルI C S Fの先制については、!日iIfl











TSt・4sup. rl.-3 Factor : 
culture m actlYIty stimulating colony Macrophage 
?ロleanand day 8， on scored were Colonies of TSt-4 supernatant r・
口lOrecontammg colonies Only shown. are cultures of triplicate SE 




and of granulocyte 
were cells 100 
百llxture
than 




















IL-IL-4， Northem blot analysis of IL・1α，IL・ls，IL久
cels spleen PWM-stimulated and TSt-4 10 mRNAs IL-7 and 6 
The poly(A)+RNA was hybridized with each probe. All (PWM-Spl.). 
















Northern blot analysis of G-CSF， M-CSF and GM-CSF 
was hybridized mRNAs in TSt・4and TECl-4C18. The poly(A)+RNA 
with each probe. Al1 lane contained 2μg of poly(A)+RN A . 
. I 8 
( 
よh
Eコ、 X線フィルム上に IL ?のパント'を検出するまでのオートラジオ
グラフィーに濯する時間(:~日~ら口)の長さより考えて (M C Sド
の場合は 1日以内)、非常に少 Jえであることが予想された。
i L . 7による C0 t1・ C[) 8 -細胞の分化 ・附則の E洗抑
T S t -t1がM ー CS F'以外に少なくとも IL -7を照生しているこ
とがわかったので、次に IL - 7が DN制胞より C D tl・ C [) 8 紺l胞
の生成に関与しているのかとうかを調べることにした。収益のん法とし
ては、 oN細胞に IL - 7のみを加えた場合と、さらに T S t・ 4と l
L -7の両者を加えた場合との二通りについて行った。後打は、 CD <1 
C 0 8 -細胞の生成に、 lしー 7以外に TSt ， 4tLl米の肉子が必焼
である可能性も考えられることから行った。培益後にInl~される細胞数
を調べたところ(表 3) 、収益 1.i四間後には TS t tlのみをmいた以
合に比べて、 I L' 7を含む培養では約 10倍であり(府益減のみの府
益では生細胞は回収されなかった)、 Iしー 7が[)N 細胞に対して用制
または維持に働くことが示された。また IL 7のみのI庁長において、
培養 1日目から 3日liに細胞数がいったん減少し、以後mIJlIしていたが、
このことはおそらく oN細胞全体が IL 7に反応するのではなく、
部の細胞が IL -7に反応したことを示しており、これまで報;りされて
いるように、J)N制1胞集団のイミ均-性を以映しているものと J7えられる
( 1 9 )。次に 12i i~7IJ 後の制胞について、 C0 1/ C 1) 8の発.fJl'~ター
ンを IJ~~ べたところ( I~I 9 )、 TS t tlのみの均台と Iln怜、 Iし 7ふ
fTむti?花では tとして C1)ぺ・ C1) 8・*11胞の((:(Eがぷjめられた(Iχ19 
八.13) 0 (C 1) 8 抗 h;i を低 1~ .fJ.l.している細1.l'elむdめられる。)また C




。u詑coveryin cultures of adult DN cells supplemented 
wi出l.r71)
Recovered cells(%) 
C叫ture Mediwn TSt-4 
days none l.r7 none l.r7 
80 84 44 48 
3 6 26 26 68 
5 ND2) 35 5 48 
7 ND 52 5 64 
l)DN cells were cultured a10ne or on the monolayer of TSt・4，with or 
without l.r 7(100 units / ml) in 24-well plates.Lymphoid cells were 
recove陀dbypipe凶ing， washed ， and viable lymphoid cells were 























TSt・4with cultured of cells analysis Flowcytometric 
TSt・4
or with IL-7 
on cultured 
C) units/ml) (A， 
were cells 
layer . inthe 





with IL-7 or IL-7 plus 
with anti-CD4 were stained 
and anti-CD8 (A， B) or anti-CD3 (C， D). 
ユ!
~ 
C. 0) 。すなわち、 [ L -7を合む培廷と TSt-・1のみのほ症の払
果生じる紺l胞との1mには、 A異は認められなかった。以上のことから、
DN細胞より CD4+ CD8 細胞の生成において、[L -7が重要な
役割を果たしていることが示された。
T S t. 4による DN細胞から C0 4・ C0 8 細胞の生成誘導に、
[ L - 7が関与しているI1J能性がぷされたが、 Uckun らはヒ卜の FT細
胞を用いて [L 7の効果を調べている(2 0 )。彼らによれば、サイ
トカインを加えて FT細胞の培養を i週間行うと、 [ L - 2や [L G 
の場合とは異なり、 [L 7は C0 <1・ C0 8 細胞の維持または分化 -
m舶に働いた。ただし、彼らの用いているヒト FT 細胞には、もとも と
o p細胞、 Sp細胞が含まれており、この現象が Sp細胞の維持 ・分化 -
m植のいずれにあてはまるのかに つ いては不明である 。
[ L -7を含む培養において 、 DN細胞より C0 1・ C0 8 細胞へ
の分化途上の段階にあると J5・えられる、培必 3日目における C0 4 / C 
o 8の発現パターンについて調べた(図 10)oTSt-'1と[L -7 
の両者を加えた培益では、 T S t. 1のみの培益(院:]/1 B )と!司織に D
(¥， p細胞の存在が認められたか(図 t0 A )、 lしー 7のみの収益におい
ては op細胞はほ とんど認められなかった(凶 10 13)。これは、[)p 
細胞の分化には IL -7以外の T S l -1 FI米の因子を必要とすること、
T S t ぺで生じた CD <1・ C0 8 細胞が必ずしむ[)p制胞の段附を
.iill過しているわけではないこと、を，)，唆している。むちろん、 TS l 
<1 l.:で '1:じた DP朝1胞が C1) 1・ C]) 8 制1j胞に分化する 1iE性が戸j^と
されたわけではら:いが、少紅くとも C1) '1・ C[) 8 制胞に分化する粁












IL・7TSt・4plus with cultured of cells analysis Flowcytometric 
the lD TSt・4layer on cultured were cells DN alone. with IL・7or 
for 3 (B) 
anti-CD8. 
alone or with IL-7 
and anti-CD4 












図 5において T S t - t1上で培接された DN細胞はへルパー活性を保
持することが示されたが、次に IL -7を含む培徒においても、 T細胞
機能を保持した細胞が生じてくるのかどうか、を似合 (JIrU球反応 (ML 
R )において調べることにした。 C5 7 B L / 6マウス DN細胞の TS 
t - t1と IL - 7の両者を加えた出益から、 71 後に凶収された細胞を
応答細胞として、刺激細胞としては C5 7 B L/ 6または sALs/c
マウスの X線照射ひ細胞を用い、 M L Rを行った。その結果、l)N細胞
由来の培養分化 T制胞は民系マウスである BA しs/ cマウスの細胞に
対して M L R反応を示した(表tI)。このことから、 lし ?を含む収
益においても、 TS t - t1とのみ府益した場合と同械に、分化した T細
胞機能を保持する細胞が生成してくることがわかった。
胎児胸腺(ド T) 組l胞との共培長により z涜噂される T S t -tIのサイト
カイン発現
T 幹細胞活性を保有する細胞としては、 j戊体胸臥!中のl)N細胞以外に
r T細胞が知られている(3 )。そこで T S t t1上で、胎生 15 R fl
のF'T細胞を培養したところ、 Mφ 掠の細胞以外に培住 10 1 t 1頃には
リンパ球細胞の産生が見られる。この lI!jJgJ の日 i~ から、できるだけ j下 j島
知!胞を除いた後、 TS l tIを fYむ細胞より RN八を 11J以し て 、ノーザ
ン法にてサイトカインの発現に つ いて z淵へた(1文11J. &5) "TSl 
-1はl!!t刺激の状態ては、 M C S F. Iし ?を凶 '1:しているが、ド
T細胞との Jtj庁長のt占拠、それ以外に IL 1αIβのn'1:.むみ ら
れた 。 たたし、 Fγ 制胞とのよI~ jl'~ if:ではリンパ f;k以外にも Mφ 峨知!胞の
4-
Immunological competence of cu1tured cells on TSt-4 plus IL-71) 
来
stimulator(cpm) cell No. of 
BALB/c C57BU6 responder 
3，468 1，026 104 
2，501 680 3xl03 
~ 
428 310 103 
314 109 3xl02 
I)Ind.icated numbers of陀spondercells (cultured C57BU6 DN cells on TSt-4 layer 
加出ep毘senceofIL-7 (1∞units/ml ) for 7 days )，were cultured in 9ιwell plates 
( round-bottom ) wi出3，5∞rad-irrad.iatedC57BL/6 or BALB/c spleen cells 
(5xl05) .百lecult町eswere ha.rvested after 5 days ， and [3珂 TdRwas added to 
ユ5






1 2 1 2 1 2 1 2 
IL-lα IL・ls IL-7 M-CSF 
Northern blot analysis of IL-lα， IL-Is， IL-7 and M・CSFmRNAs 
in TSt・4(1) and TSt・4cultured with fetal thymocytes for 10 days 
(2). The poly(A)+RNA was hybridized with each probe. All lanes 












IL-7 + ++ 
G-CSF 
M-CSF + + 
GM-CSF 
l)mRNA expression of TSt-4 alone or TSt-4 ccトculturedwi出d15fetal thymocytes 
for 10 days ， were examined by Northem blotting. 
ユワ
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産生が見られるので、 1 L - 1 に I~I しては、これられ1φ 線細胞が詑~1:し
ている可能性が高い。 1L 7に|刻しては、 TS t .1は無刺激の状態
に比べて FT細胞との共培益を行った場合、その発現を増強していた 。
このことは、必ずしも T S t - IJにより 1L 7の往生が地強されたこ
とを示すわけではないが、培養中での 1L -7住生の附強とリンパ球の
産生との聞に、密接な|現辿があることを示唆している。以上のことから、
未分化な T紺|胞である DN細胞だけでなく、 FT細胞においても、 TS 
t - 4によるリンパ球の産生に 1L -7が関号している司能性が示され
た。
T S t - IJによる DN細胞から CD <1・ C0 8 細胞の生成は、 T S 
t - 4による恒常的な可能性因子の産生のみによるものではない。これ
は一 つには、分化を誘導する因チが TS t - IJの細胞長面上に存在サる
という可能性、または oN細胞と TS t - 4とが相互作用することによ
り、分化誘導因子が TSt・ 4により院生されるという IJ能性とが巧・え
られる。後首に関して Sudo らは、ストローマ細胞株か p r c s紺l胞
抹と棺互作用することにより!し 7の注生を地強する、という結取を
示している (21)oTSt-1Jの場合も、 FT細胞との共用舟の結民、
lし 7の産生の!t1I強がみられたので(ただし、この同行 T S t ・4が
lしー 7の往生を !¥(J強している、と陸frJ.Eはできなし、)、この 11I IiE 1'1:は ・|
分に J7えられる。また fjij行の nJ能性については、サイトカインなどの的
駒内子が細胞ぷ而に結合した lf3でむ (f.(Eしていとら、という 'H~人.より主持
される(2 2 )。たとえは、 1':G ド、 γGド α、γNド α、 M C 
Sド、 SCド、 GM C S F tj.どがその例とし て あけら U，る T S t 
4 に附しても、 I し ・ ?なとの 1~(J M [N r- か純11 日~ }.( l(tIに払のした形で(((1: 
ヱ2
ペすることが巧・えられる。
T S t - 4以外のストローマ細胞株についての行察
in vitroで T細胞分化を研究するために、他の研究宅でも胸脱出米の
ストローマ細胞株が樹立され、その中には胸腺中での T細胞の分化を反











n のストローマ細胞株を樹立した(2 5 )。彼らのストローマ紺!胞株ヒで
D P細胞を 1L -2、抗 C0 3抗体の存在下で培養を行うと、 CD 3・
C D 1¥ C D 8・の T細胞がul現した、と紺告している。したかって彼
らの細胞株は、 DP細胞より CDt1 CI)8・紺!胞へのう}化を研究する
のに {jmであると行えられる。次に Tatsllmi らが樹、yしたストロ ーマ
知i胞株は、 oN制胞との J七日持を1.1 (rうことで、 C1) t1 C 1) 8 ・ ~III
胞のw現を品押する(2 () )。 これはほとんとか C D :~ 制胞 Cある こ
とから、米分化な段|明の C1) t1 C 1) 8・知l胞であると 47えられる。ま
た共培養を続けることて、 D P細胞、 CD 1・ CD 8・細胞の出現がみ










胸腺内の T細胞の分化を invitro で研究するために、 l胸腺ストロー




2)TSt-4は DN細胞より C0 3φC 0 t1・ C1) 8 紛l胞の生成、
またへルパー活性を保有する細胞の生成を品押し、分化の~ 1:で DP細
胞の存花が認められた。
:3)TSt-t1の収益上山中には M C S Fの活性か必められた。
ぺ) T S t. 1によるサイトカインの陀'1:をノーサン訟に C，J.'，Iべたとこ
ろ、 M C Sド以外に lしー 7のは'1:がみられたの




-tlのみの培益に比べて地加し、主として C D 3・CD tl・CD 8 細
胞の生成、また MLR反応細胞の生成が誘導された。ただし、 1 L 7 
のみによる培技では、分化の途上において Dr紺!胞はみられず、この点
は TS t - 4による培養の結果とは見な っていた。
6)TSt-4と FT細胞との共培長を行うと、 1L 1の産生が附強
していることが見出された。
以上のことから、 T S t・ 4は DN細胞の分化を誘導、 FT細胞と相




lしー 7に よ る 7δ 明T細胞の品部
f‘¥ 
第一部では胸腺ストローマ細胞株 T S t .-tIが 、胸腺 rj1のoN細胞よ
りへ ルノ守一活性や MLR反応性を保有する C1) 3・C0 1・c () 8 細
胞への分化誘導を行い、この現象にはおそらく IL -7が関与している
こと 、 また TS t - tIとF'T細胞との共培養によりリンパ球の保生がみ
られ、その際 ILー 7の発現が地強していることから、 I L 7か in 
vitroでの T細胞の分化 .j{"!殖において重要な役古1を果たしていること
が示唆された。そこで第二 部では、 invivo に近い状態での T細胞の分
化 ・増硝における IL -7の役割lを調べることを H的として実験を行』
た。
研究材料としては、胎生 15日日の胎児胸腺(F' T )と生後 3日臼の
新生児胸腺(N B T) を問いた。 NB T は成体胸Jlf~と比較すると、 C D 
3、 CD tI、 C0 8抗原などの発現パターン、船oJlf~の摘むなどからみて
(¥ ほぼ同じであると考えられる。 IL - 7の効出を調べるために、七記の
細胞の培益を以下にぶす こ通りの/j法で行った。はじめにまず鮒!胞坪逝
培長 (suspcnsioncul turc. S C) を行い、これは IL 7 の l~qJ 脱却l 胞
に対する 1'[接 的な効出を淵べるのに イj・効であると与えられる。 tfi:の }J
法としては 、沿Aくおれ収益 (submcrsioncdorgan culturc S 0 C)出
をJl]いた。これは 官atson らにより{史われた )J"()~で、 l陶脱出口争防長城
111 には;めて培 1~ を行うむのである ( 2 7 ) 0 ノん々'j、 え.iLl“i'，i常止の j町船H的iリ児己l胸陶1臥似A山;総Y







はじめに FT細胞を用いて SCを行い (FTSC)、 1L . 7による
効果を調べた。胎生 15日目の FT細胞はもともと CD 4抗似を低レベ
ルで発現しているが(図 12 a )、 CD 3抗原はほとんど発現しておら
ず(図 12 b )、これらは T細胞受容体として αβ ではなく 7δ を発現
している(凶 12c. d)o IL 7を加えない場合、培益 1週間後に
は生細胞はほとんど回収されなかった(表 6)。一方、 I L - 7を加え
て 2 週間の培養を行うと、細胞は回収されたが、細胞数ははじめのが~ 1 
O分の 1となり減少していた。また高い細胞の;判合が CD 3抗原を発現
しており(凶 12 f )、これは 1 O型T細胞であった(図 12 h )。凶
1 3 Aにおいて αβ 型T制u胞、 7δ 型T細胞の'，IJ合を時間経過を追って
調べている。 7δ 型T細胞の割合の増加が見られるが、細胞故に関して
は培益前とほとんと変化がなかった(表 6)。また CD4/CD8の発
現パターンについては、多くの C0 4 C 0 8・細胞がみられた(凶
1 2 e )。
以上の結架から FT細胞に対する IL 7の 1'(践的な効w・としては、
7δ 型 T細胞に働くことかわかったが、 1{(/鮒と維持のとちらに働いてい
るのかについては不明であった。
新生児胸腺細胞の 1下遊収益 (NBTSC)
































L09 fluorescence 1ntens1ty 
CD8 
generated ce11s 。fana1ys1s Flowcytometr1c 
NBT and of FT cu1tures ce11-suspens10n 工L-7-supplemented1n 
for cu1tured were (m-p) cells and NBT (e-h) ce11s FT ce11s. 
ana1ysed. and un1ts/m1) (100 the presence of工L-71n weeks 2 
NBT and (a-d) ce11s FT (fresh) noncu1tured controls， As 
nna1ys1s Two-d1mens10na1 ana1ysed 
1 and m)， 
a1so were (1-1) ce11s 
f， (b， CD3 of express10n and e， (a， CD8 vs CD4 for 
l 
、?(d， γ6 and TCR 0)， and k g， (c， αβ TCR 、 ?，， ，?and j 
1nd1cate 
regarded pos1七1ve.









ln cells T γ6 and αβ of generatlon the on of工L-7Effect 
culture suspenslon cell 
well(x103)a per cells Recovered Culture 
perlod Cell 
γδ TCR αβ TCR Total (weeks) Factor source 
4.0 。200 b 。FT 
く0.1く0.11.4:11.2 1 None 
ND NDe 0.4土0.3. .2 None 
へ.5.3 0.5 25土31 工L-7








ND <0.1 1 None 
1.6 17 27土41 工L-7








































of SD + means represent cu1ture after numbers cell Total a 
cells T γ6 and αβ of numbers The cultures. trlpllcate 
recovered 。fnumber mean calculated by multlplylng the 
percentages 
were -，.:w. .. . 
cells， T γ6 and αβ of by cells 
respectlvely. 





























.、・ . . ・
。 。
. 。 1 2 。 1 2 
Weeks Weeks 
IL-7 supports the growth of both γδand' 
α β T cells .1n cell "，・忌uspens10nculture. FT cells (a) or 
r .・2・.
NBT cells (b) were. cultured 1n the presence of IL-7. The 
proport1ons ofγo T cells (・)and αβT cells (A) 
before culture and 1 and 2 weeks after culture are dep1cted. 
工n (b)， the percentage of TCRαβhlgh posi tl ve. ceJ.ls ln 





むl胸腺細胞に対する IL . 7の l阿倍的な効県について g淵へた。 N B Tは
成体胸腺とほぼ同様の CDcl/CD8、 CD 3、 αβ 、 7δ の発現パター
ンを示し (~112i-l) 、 T 細胞受容体を発現する T 細胞のほとんど
が αβ 型 T細胞であり、 7δ 型 T制1胞は非常に少ない。 1L -7を加え
ないで培養を 1週間行うと、 FT細胞の場合と同様、生細胞はほとんど
阿収されなかった。 一点、 1 L 7を加えて哨益を行った場合、細胞数
は 2週間後には、はじめの約 10 分の l となり減少していた(~ 6 )。
αβ 型T細胞、 7δ 型T細胞の割合は図 13 sに示したように、 αβ 型
T細胞が一 口して優勢を占めていた。細胞数については、 7δ 型T細胞
は培益前とあまり変わらないが、 αβ 型 T細胞は約 8分の lとかなり減
少していた。ただし、培養前の成熟した T紺l胞と考えられる、 α8をiE5
発現している細胞の数と比較した場合、その庄はあまりないと言える。
CD4/CD8の発現パターンに関しては、 CD 4φC D 8・細胞と C
D 4・ CD 8・細胞の sp細胞が多くみられる 一万、 D P細胞はほとん
どみられなかった(図 12m)。以上の結果から 、 N B T細胞に対する
1 L - 7のが〔践的な効果としては、 T細胞受容体を保イiする T細胞の地
r六 納または維持に働くということがわかった。以上、ド T細胞と N s T細
胞を用いて sCを行うことにより、 1 L -7の(([践的な効架について調
べた結果、 I L -7はH1いた胸腺細胞の時期によらす、 :1として T細胞
受容体を保むする細胞に対して働くことがわかった。たたし、それか組i
Jrt!!の t世 f'!i または m 舶のどちらに働いているカ、はイ'~ Iリjである 。
第一部ては b主体胸腺の DN紺l胞を川い、 lし ?を JIえて細胞作退問
伐を行うと C1) tJ・ CJ) 8 紛l胞が HP見した(1>< 9 )。この細胞は a 般
のそjに αβ 出 T細胞と与えられるか、新鮮な IJ文体1)N 制11 胞r! J には 7δ}~'l T 
37 
細胞は非常に少ないものと与え られるの で 、第.二部の結*と手間しない
と考えられる。
これまで ILー 7の T細胞に対する効果を、 SCに IL -7を加え て
調べた他の研究室による報告としては、以下にあげる.ilI1りである。まず
成熟した T細胞の C0 n Aに対する応答性の誘導(2 8 )、 CT L活性
を示す T細胞の誘導(2 9 )、各柑 T細胞の増刷の誘導(3 0、 31 ) 
などが報告されている。また胸腺中の名サブセットのうち、 1 L -7に
f、反応して増殖するのは. D P細胞を除く DN、 Sp細胞である(3 0 )。
{¥， 
また DN細胞の中には CD 3φ 細胞が作花し、 DN細胞を CD 3・細胞
とCD 3- 細胞の二つに分けた場合、増殖するのは前占-である(3 2 ) 
ただし、後書は IL -7により用地はしないのだが、維持はされるよう
である(3 3 )。また胎生 14日Uまたは 15 [J日の胸腺細胞は 1L 
-7により附殖反応が誘導される(2 7 )。これらの結梨を総合すると、




次に S0 Cを行うことにより、 I L -7がl刷版という環境内で及ほす
効果について調べた。はしめに Ilfi生 15 1自の Fγ を JIいて調べた 。 対
照として Iし一 ?を加えないで出先を 2liM H (j-った切の、細胞数ははし
めのがJ4分の lとなっている(点 7) 0 CDIJ/CDHの先取ノξ ターン
をみると(凶 14 a) D N、 DP、sP制1胞の全 て のサ ブセットがみ ら







Effect of growth factors on the generatlon of aβ and 7δT 
cells ln submerslon organ culture (SOC)a 




Thymus Factor (weeks) Total TCRαβ TCR 1 O 
FT 。 120c 。 2.4 
None 1 37土6 5.2 6.7 
None 2 32土19 7.7 7 
IL-7 1 130土40 2.6 30 
工L-7 2 290土50 17 120 
NBT ， 。 11000c 5200 
ciOOO)d 
110 
None 1 260土160 130 7.8 
None 2 35土18 17 0.7 
IL-7 1 790土90 380 100 
IL-7 2 1800土600 590 790 
(630) 
NBT 0・ 12000c 5600 120 
(1100) 
None 1 420 290 13 
None 2 56士6 25 1.1 
IL-2 1 1400土140 1100 98 
工L-2 2 1100土310 620 190 
(25) 
a FT or NBT were organ-cultured' at one lobe per well. 
b Total cell numbers after culture represent means土 SO of 
trlpllcate cultures. The numbers ofαβand 1δT cells 
¥vere calculated by multlplylng the mean number of recovered 
cells by percentages ofαβand 7 o T cells. respectl vely. 
;c Mean number of cells per lobe before culture. 

































Log fluorescence 1ntens1ty 
CD8 ('¥， 
generated ce11s of ana1ysis F1owcytometric 
presence or absence the and NBT-SOC performed in FT-SOC ln 
weeks， 2 cu1tured for were 10bes Thymus 工L-2.or 工L-7of 


























































the cultured in were (b) or NBT FT (a) 1n SOO. T cells ゲδfヘ







(open symbols) absence 
(open absence the cultured 1n NBT were (c)， 工n7. 
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T細胞、 7δ 型T細胞が同詑度の;liIJ-0で見られた。次に IL -7を加え
て培症を行った場合、細胞紋は 2週間後にははしめの約 2. 5倍となり
附加が認められた(表 7)。また CD4/CD8の発現パターンを比る
と(図 14 e )、 DN細胞と CD tI C D 8・細胞が見られた。 αβ 砲
T細胞、 7δ 型 T細胞の割合は(悶 15 A )、培益後は αβ 型 T細胞に
比べて rδ 型 T細胞の古IJ合が非常に増加しているのがわかった。そし
て細胞数に関しては、 αβ 型 T細胞は 1L - 7を加えない場行に比べて.
1 L - 7を加えた場合、約 2倍の附加がみられる 一 方、 7δ 型 T細胞は
1 L -7を加えた場合、対照に比べて約 17伐という大幅な地加が認め
られた。以上の結果から、 1 L -7は胎児胸腺という環境内でも. J:と
して 7δ 型 T細胞の増員tiに働くことがわかった。
1 L - 7による 7δ 型 T細胞の生成の誘導は. s Cでは起こらす;S 0 
Cの系で起こることから、 IL-7tl1独によるシグナルというよりら.
むしろそれ以外の胸腺中のストローマ細胞などによるシグナルと共に l
L . 7が働いて、 7δ 型T細胞の生成を誘導している f可能性が考えられ
る。実際このような IL. 7とスト uーマ細胞の両方に依作する段階が
存在することは、 p r c B細胞について報告されている(3 4 )。
これまで上紀のように胸腺という取岐内で rδ 型 T制胞の生成を読
却する因子としては、 iし 2が Ccrcdig らにより紺:りされている
3 5 )。彼らは胎生 1tJ 1日のド Tを JIH、て S0 Cを行い、 JiJ~ rjJに l
L 2を加えると、 Ji}.j~ 5 1 後にぷ1べたところ、1)N創1胞と C0 1 C 
D 8・細胞が認められ、 rJ1jサブセットは共に C() :3・調1胞をfTんでいた 。
そしてノーザン法を川いて. [liJ Js( d5れた制11胞の 1‘納Il1'cl栄作体の発 J.I.を，J.'I




7δ 型 T細胞であると結論している。ただし、彼らのデータからは 7δ
型 T細胞の細胞数に関しては不明であり、 IL -2と IL -7による 7
δ型 T細胞に対する増殖効巣を直接に比較寸ることは難しい。
また 7δ 型 T細胞の生成を誘導する他の閃子として IL -tlがあげら
れる。 IL -4はとくにヒトの T制胞を叩いて、 C0 3抗似を未だ発現
していない p r 0 - T細胞と呼ばれるポ烈な T細胞の培長の際に加え
ることで、 7δ 型 T細胞の生成を誘導することが示された(3 6 )。し
かしマウスの胎生 14日日の FTで.普通の程官培建 (FTOC) を i
L -4を加えて行ったところ(3 7 )、細胞数は lし守 4を1mえない対
照に比べて減少し、また 7δ 型T細胞に関しでも.細胞数の地加は認め
られなかったことから 、 IL - 4がマウスの 7δ 噌 T細胞の生成に関与
していることについては.現在までのところ否定的である。
またli'atson らはマウスの胎生 12日けから 14 1:1目の FTを用いて
S 0 Cを行い、 iし一 ?を加えてその効果を調べている(2 7 )。まず
はじめに FT 0 Cを行った場合、 lしー 7を加えると対照に比へて約 2
倍の細胞数の埼加が認められた。 .}j、 S0 Cにより IL . 7の効県を
調べたところ、 iし-7の仔在下では対照に比べて納1胞数が I0倍以上
になっていた。次に!胎生 1tl日目の FTをlIlt、て!し -7を1mえて S0 
Cを行うと.回収占れた純1胞の 20%が C1) 3似性であった 。 これらの
付出はみ;実験における給促・と一致する。たたし、彼らの知;りからはこれ






以上のように 1L -7は胎児胸腺という市境内で rδY型T知l胞の生
成を誘導することがわか った。しかしこの結果は、もともと αβ 型 T細
胞に比べて 7δ 型 T細胞の生成が活発である.胎児胸腺という f苦境内に
おいてのみ、導き出されるのかもしれない。そこで αβ 型 T細胞が催勢
を占めている.成体型の胸腺の環境内における、 1 L -7の効*を訓べ
ることにした。ただし、;tf際には成体i胸腺を用いた S0 Cは.その?寺町i
から考えて無理であるため、胸腺の構造.胸腺細胞の各サブセットの砧
成からみて.ほぼ同じと考えられる N B Tをj日いて S0 Cを行うことに
した (NBTSOC)
まずはじめに 1L 7非仔在下で培控を行った場合、培益 2週後には、
細胞数は培養前の 1%以下となり激減していた(表 7)。 αβ 型T細胞、
r O型 T細胞の害IJ合は(訟J1 5 s )、培養の前後でほとんど変わらず、
培養後も αβ 型T細胞が侵勢を山めていた。また CD4/CD8の発現
パターンについてみると(怯I1 tI i )、 CD 4 C D 8・細胞がほとん
どみられないが、他のサブセットについては作在が認められた。次に i
L - 7を加えて培養を行 ったところ 、町並 2週後には細胞数は収益 liの
約 15%で、対照に比べて増大しているのがわかった(ぷ 7) 0 C D '1 
/CD8の発現パターンについては、 CD 1 C D 8・細胞を穴む全て
のサブセットが認められた(図 11  m )。また αβ}F.~ T 細胞、 7δ}~~ 'J、
知!胞の ;IJ合については、 7δ 引 γ細胞か培持 2週後には、 αβf?!T紺1胞
の古IJ合よりも tf:iくな っていた(!刈 15 B )。相Il1'c!敏む 7δ 型 T相1胞は j庁





成熟型 αβ 型 T細胞と考えられる、 αβ を高発射している細胞に限定し
でも、細胞敏の増加は認められなかった。以上の結果より、 !し ー7は
αβ 型T細胞の分化 ・増殖が優勢である、成体 Jli胸腺の環境内において
も、 7δ 型 T細胞の生成を誘導することが示された。
7δ 型 T細胞はその発生の時期や組織分布などからみて、見なるサブ
セットに分けられる(3 8 )。たとえば胎生 1t1日目から 17 1:1自の F
Tで発生し 、生体では皮mに分布する Vr 5サブセット、胎'I=.後期から
新生児にかけての胸腺で発生し、生体では粘膜の上皮に分布する vr 6 
サブセッ ト、 そして成体 の胸腺 、 リンパ節 、 ひ臓などのリンパ掠官にみ
られる Vr 4サブセットなどが知られている(3 8 )。み;実験において
は、 FT S 0 CとNB T S 0 Cの両者で IL -7を加えることにより、
7δ型T細胞の増舶が見られたが 、 それぞれどういうサブセットが生じ
ているかを調べることは今後の課題である。
前項で述べたように 、 7δ 型 T細胞 の生成を誘導すると考えられる他
の納期因子としては 、 I L 2があげられる。そこで、 I L - 7の N s 
T S 0 Cにおける効果とを比較するために 、 I L -2を加えて NB T S 
o C を行った。その結果 、 細胞数は培養 2 週後ではじめのが~ 1 0 %と、
[ L - 7によりみられた効果とあまり差はみられなかった(ぷ 7) 0 C 
D4/CD8の発 IJ，!〆fターンについても(図 lt1q.m). IL-7を
加えた場合とほぼ同じであった。次ぎに αβ 型 T 知!胞、 7δ~'~ T制限!!の
主fl合をみると(図 15 C )、 43ft後には 7δ 引 γ紛|胞の'，1合のJifIJmはみ
られるものの、 αβ 型 T知!胞が似併を ，'iめることに変わりはなかった。
また 7δ 型 T細胞の知IJt't!!敏は、 I汚伎 liíj のが~ 1、5mとなり的 Jmが必められ




T 細胞の生成を誘導したが、その効果は IL - 7 f'~ではない、と結晶で
きる。
1 L . 7、 1L 2での培養後の細胞の 7δ の発現パターンをみると
(図 14p. t). rδ を Î~i 発現しているサブセットと低発現している
サブセットのニつに分かれた。ヒトの T細胞を用いて Vcronlka らは、
7δ を低発現している細胞があり、これを IL - 2または IL - 7を加
えて培iをすることで、 7 0を高発現する細胞が出現することを見出し、




N B T S 0 Cに関しては他では行われておらず、本実験の結果を他と
直接に比較検討することはできないが、 Gcorgcs らは胎生 18日自のマ
ウス FT (多数の DP細胞と少数の SP細胞を含む)を用いて、 FT 0 
Cを IL -2を加えて行っている(1¥ 0 )。彼らは、培護 1越後に、 l 
L -2を加えた場合と加えない場合の両者で、 7δ'¥'!T細胞の細胞蚊は
ほとんど変わらないと報侍している。本実験においても、 1fli 1週後て
は未だ 7δ 型 T細胞の t白川lは認められなかったので、彼らの行った15fi 
での 2週後の結架に興味が持たれる。
ノド実験では S0 Cを行うことにより、 lし ?の T細胞に対する幼虫-
をより生体に近い効果てぷ!べてきた。さらに -lj-泊めて、 '1:体内での i
L . 7の効果を訓べるために、 [ L -7のトラン A/.Lニックマウスを
おamaridis らは作却した(1¥ I ) 。 彼らはリンパ球特~，1 的に [L 7を




も胸腺細胞の細胞数の増加が認められた。また j陶腺細胞の C 1) 3、 C 0 
4 / C D 8の発現ノ守ターンは正常マウスと差異は認められなかった。そ
して 7δ 型 T細胞の苦しい地加はとくに認められず、本実験の結果とは
一致しなかった。ただし、彼らの実験では IL . 7の発現が、日細胞の
1 g H鎖のエンハンサーと κL鎖のエンハンサー、プロモーターのドに
制御されており、科 T細胞に十分に IL 7が発現しているという保必
はない。またノーザ.ン法により胸腺における lしー 7の発現-htを調べた
限りでは、導入遺伝子の IL - 7の発現iAは、内在性の IL 7の発現
塁に比べて低く、その発現 ldは十分であるとはいえない。以 1:のことか
ら、彼らの行った実験のみより、生体内では iし 7 は 7δ}\'.~ T細胞の
生成に対して効果がない、と結論することはできない。
F Tにおける IL 7の発現
本実験の結果より、 S0 Cにmいた胸腺の時JUIの如何を問わず、 iし
-7を加えることで、 7δ 型T細胞のI曽野{が誘導されることがぶされた。
もしこれが克際に生体内においてもあてはまるのであれば、このことは
胸腺中の 7δ 型 T細胞の削減が、!胸腺における IL - 7の先制 J止に依イが
することを意味するはずである。そこで 7δ 型 T制胞の分化 .!{fl舶が活
発であると与えられる胎生 15日日の FT と、Ø!.に αβ }~'l T制胞の分化 ・
助制の活発な成体胸腺 (adlllt thymlls: 八T) より、 IミN^を!日|収して
ノーサン法にて IL - 70)発現;止を比較した(似I1 6 )。 その2Ji果、八
Tに比べてド TでJI:'，ì;~ に強い I L 7 の先脱がみられた。この~，Ii *は、
F Tにおいて 1L 7の免Jj，!:，(か非常に多いために、 7δ 明 T制1胞の分







FT AT FT AT FT AT 
IL-l IL-2 -<l (~I: 
Northern blot analysls of fetal and adult 
Poly (A) + RNA (4μg/lane) prepared from FT and 
thymus 、'ias electrophoresed .1n a 1~詰
agarose/formaldehyde gel， transferred to a nylon membrane 
and hybrldlzed with an工L-7and an工L-2probe. Aβ-actin 
probe.， was used as a control for the amount of RNA loaded. 
The posltlons of 18S and 28S rlbosomal RNA markers are 




でその発現i立はほとんど変わらず、 NB T S 0 Cの実験とを合わせて巧・
えると、 1 L 2は胎生朗における 7δ 型T細胞の分化 .!抑制に、 1 L 
-7ほど影響を及ぼす因チだとは巧え縫い。
Yontgomcry らは polymcrascchain rcaction ( P C R) 法を用いて
、マウスのF'Tにおけるサイトカインの発現について調べて いる(t1 2 ) 
。 FTとしては胎生 14 n白から 20日目までのものを則いて解析して
いる 。 PC R法を用いた ことにより 、通常のノ ーザン法に比べて 、微川
のサンプル RN Aより高感度に RN八の発現を検出できるのだが、その
反而、発現世の多少に関して判定することは 一般に困難である。彼らに
よれば、サイトカインの発現パターンは、胎生 11¥日目から 20日EIに
かけてずっと発現しているサイトカインと 、j任i'1: 1 6日目に初めて発現
が認められ、その後 20 1日まで発羽し ているサイトカインの二つのパ
ターンがある。 l両者には[ L - 1β、 " 4、 . 5、-6、 -7、 LT、
1 r N 7が含まれ 、後行には 1L - 1α 、 2、 一3、 GM -C S F 
が含まれる。このことは、ド Tにおけるサイトカインの発現の調節ノj訟
のー っとして、発現の有熊という明確な }j法が取られていることをぶし
ている。さて本実験ではノーザン訟を J1I いて、 j~ì'j: 1 5 1:1 [1の胸腺"1に
1 L 2の発現を認めたが、これは彼らの結出とは・致しない(彼らは
!日;生 16日目に初めて 1L. 2 の先制を確認している)。この fll~ FlIの
っとして号ーえられるのは、)!fi'1: J日!の 11与の z没J.i.:・ 0)ズレといウ IJ能性であ
る。むし胎生 1 5 日目の i丘、I~ J日lまたは 16 1 1. 0) ，ji '1: !日!に、彼らの柑;り
するサイトカイン発射のスイッチが人るのであれは、多少のlI!jIt¥Jの 4-11， 
はあるので、 二つの 'I~kは必すしむ手 J{iしなし、 ω いすれにせよ、 mi'1: ，ji 




の発現日の違い(例えば胎生 16日目と 17日目)はわからないが、 Hfi




は、 7δ 型 T細胞の増荊 ・分化以外に αβ 型T細胞においても、胎'1:1 
6日目から CD 8が、また 17 8 1:1 から C0 t1. αβ て平が発現し始める。
そのため、この時期の FTにおける各種サイトカインの発現世の経時変




1 L -7の T細胞の生成における役割lを知るために SCと S0 Cを行
い、 1 L 7の及ぼす効架について検討を行った。結*は以ドに示す.iW
りである。
J) FTSCでは、 1 L 7 は 7δ}~'~ T純1l!'1!!の縦 f与(または別抗(i)に働
t、た 。




3) FTSOCでは、 1L -7は主と して 7δ 型 T細胞の附舶に働いた 。
4) NBTSOCでは、 αβ 型 T制胞の生成が活発である同 境内でも、
1 L - 7は 7δ 型T細胞の地殖に働いた 。
5) F TとATにおける 1L -7の発現況を比較したところ、 FTにお
いて 1L - 7の非常に強い発現が見られた 。
以上のことから、 1 L 7は胸脱出来のやjらかのシグナルと共に働い
て、 7δ 砲T細胞の生成を誘導することがぷされた。 また FTにおいて、




この論文では、第 山部において 、胸腺織維芽細I胞 HJ米のストローマ細
胞株 T S t -4を用いた研究について述べた。 TS t -4細胞は、胸腺
細胞のなかでも T幹細胞活性を保有する DN細胞より、 CD 3・CD 4 
C D 8 -細胞の生成、また へルパー活性を発現する細胞の生成を誘導
し、 この現象にはおそら く、 T S t - 4により民生される IL - 7が関
うしていることが示された。第二部において 、 I L - 7をJ1Jいて 二通り
(¥ の胸腺細胞の培援を行い 、 I L "7がとくに 7δ 型 T組I胞の生成を誘導
すること 、 また FTにおいて IL - 7が強く発現していることから、胎
生期において 7δ 型 T細胞の生成が活発なのは、 I L" 7の強発現によ
ることが考えられた。
第 ー部の研究においては 、 TS t - 4をmいて T紺l胞分化の研究を行
い、 その過程の 一部を調べることが可能となったが 、分化の全行程を知
るためには、他の分化誘導能を持った細胞株が必要となる。すなわち、
胸腺を構成する上皮細胞 、 Mφ 、 D C等の知l胞株化が今後必要となる -
)5で、これらの細胞株を組み合わせて用いて 、生体内での行程をI'J現す
る試みも必要となろう。また T細胞分化において、 I L -7が if(.~な役
割lを果たすことが示唆されたが、 I L w 7の発現を誘抑するメカニスム
を解析することは重要たと巧-えられる。 一つの可能性としては、ストロ ー
マ細胞と T細胞の問の相互作用の結民、 I L - 7が陀'1:されることがJ7
えら tl，る。
第 二郎の li}f究においては、 I L - 7 が 7δ }~'l T 納|胞の't:J点を訴押す~
際に、!陶腺 IJI~長の (oof らかのシグナルと共に働いている 11f íi~ t'l:か示された 。
今後このシクナルの実体を解明することむ 'H濯である とJ5えられる 。






マウス:成体マウスとして、 3ヶ月齢から 5ヶ月齢の C5 7 B L / 6、
BALB/c系統のマウスを用いた。新生児マウスとしては、生後 3日
目の C5 7 B L / 6マウスを用いた。また妊娠マウスとして、日本 SL 
C社より得た C57BL/6マウスを用いた。
培養液:細胞浮遊液の調整や抗体補体処理の際は、イーグル MEM-5
%牛胎児血清(F C S )を用いた。ストロ ーマ細胞の培養の際は、 RP 
MI1640(5% FCS、50μM 2-ME、50μg/ml 
ストレプトマイシン、 50U/ml ペニシリンを含む)を用いた。こ
の培養液は、へルパー活性の測定と SOCの際にも用いた。 SCの際収
RPMI1640 (10% FCS、50μM 2-ME、100μg
/rnl ストレプトマイシン、 100U/rnl ペニシリン、 2rnM
Lーグルタミン、 1mM ピルビン酸ナトリウム、 O. 1rnM NEA 
A Sを含む)を用いた。
サイトカインと抗体:リコンビナント IL- 2 (r IL-2)は鹿野義
製薬より、 r1 L - 7は須藤博士(東レ中央研)より供与された。マウ
ス抗体として 、抗 Thyl. 2 (HO-13. 4).抗 Lyt2. 2 ( 
HO-2.2) 、抗 MH C c lass -1. H - 2 K b (B 8 -2 4 -3 ) 
抗 MHC class-2. I-AbdQ. I-E“ (M5/114.15. 
2 )等の抗体を用いた。ラット抗体として、抗Mφ(Mac- 1). 抗
DC (NLDC-145) 、抗赤血球 (TE R) 、抗上皮系細胞 (Th 
53 
一3. Th-4). 抗 L3T4 (RL172. 4、 GK1.5) 、他に
Sca-l. Ml/69. pgp-l. NーCAM等の抗体を用いた c
ハムスター抗体として、抗 CD3 (145-2Cll) 、抗 αβ(H 5 
7-597)、抗 10 (3AI0)等の抗体を用いた。以上の抗体のハ
イブリドーマの培養上清を一次抗体として用いた。 二次抗体として、 F
ITCーヤギ抗マウス 1g、 FITCーヤギ抗ラット 1g、 F1 T Cー
ウサギ抗ハムスター 1g、 PEーラビット抗ラット 1g等の抗体を使用
戸¥ した。またその他に FITC一抗 CD 8、 PEー抗 CD 4を使用した。
D N細胞の回収 :DN細胞は胸腺細胞を抗 L3 T 4抗体 (RL172.
4 )、抗 Ly t 2. 2抗体 (HO-2.2)、ウサギ補体の混合液にて、
2回処理を行うことで得 た。細胞の回収率は約 O. 5 %であり、そのう
ち 99 %以上が DN細胞であった。
s uspension cul ture ( S C) :胎生 15日目の FT、または生後 3日
目の NBTをステンレスメッシュ上ですり つぶし、細胞の浮遊液を用意
した。細胞数はトリパンブルー染色により計測した。細胞は 24穴プレ ー
トに 1穴当たり、 2X 1 0 5 の細胞数、培養液 2ml中で培接した。培




submcrsioncd organ cul turc ( S 0 C ) FTまたは NBTの各器官
5斗
') 





た。間接抗体法の際は、まず 2-5XI05 の細胞を遠沈し、 50μl 
の一次抗体で混合し、 30分間インキュペーションを行う。 1回細胞を
洗った後、 10μlの二次抗体を加え 20分間インキュベーシ ョンを行
う。 1回細胞を洗った後、 1-5XI05 /mlに調整し、ナイロンメッ
シュに通した後、フローサイトメーター、 FA C S c a n (Bccton-Dic 
kinson 社)にて解析を行った(一部、昭和電工社の A B C A S - 1 0 
0を用いて解析を行った場合もある)
へルパー活性の測定:へルパー活性を測定する細胞を、 C57BL/6
マウスのひ臓 B細胞 5X 1 0 4 と混合し、 5μg/mlの C0 n A存在
n 下で 5日間培養を行った。培養終了後、培養上清中の IgM濃度をラジ
オイムノアッセイ法にて測定した。
llaemopoietic colony assay :メチルセルロースを含む培護液は、 α-
MEM C20%FCS) 中に O. 8 %のメチルセルロース C4. 0 0 0 
c p s )を加えたものである。 35mmのぺトリディッシュに 2X 1 0 
4 / m 1の骨髄細胞を 100ユニットの r1 L -3、または TS t -4 
の培養上清 20%と共に培養し、 8日後に倒立顕微鏡下でコロ ニー 数を
~S 
計測した。
混合白血球反応 (ML R) :応答細胞としては、 DN細胞を TS t - 4 
単庖上で、 7日間、 1L -7の存在下で培接した後に回収した細胞を用
いた。刺激細胞としては、 C57BL/6、 BALB/cマウスのひ臓
細胞 (3.500radで照射された)を用いた。 96穴プレート(丸
底)に、応答細胞と 5X 1 0 5 の刺激細胞を加えて、 5日間培接した。
f六 細胞を回収する 8時間前に、各穴 O. 5μC iのい H] ーTdRを加
えた。
n 
ノーザンプロット(ノーザン)法:細胞内全 RNAは、 TS t - 4、T
E C 1 - 4 C 1 8、 PWMで刺激したひ細胞、胎生 15日目の胸腺、成
体胸腺等よりグアニジン/CsCl法(4 3 )により回収した。 p0 1 
y (A) + RNAは 01 igo-dTーセルロースカラムを用いて選択
した (44)01サンプルにつき 2-4μgの poly (A)+RNA 
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